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' Ergebnisse

Das Hakenblatt (Triphyophyllum peltatum) ist eine in Westafrika  Arbeitsabliufe und Versuchsstrategie Im Rahmen des Projektes wurde die TpOMT in P. pastoris kloniert. Verschiedene
beheimatete Liane, die in ihrem Leben drei Entwicklungsstadien mit | p pastoris-Klone wurden darauf hin untersucht, wie stark sie die TpPOMT exprimieren. Von diesen Klonen erwiesen sich einige
unterschiedlichen Blatttypen durchlauft. Nur im zweiten, optionalen | 3|s geeignete Produktionsstimme (,high-copy“-Transformanten). In weiteren Versuchen wurde die Expressionsrate der

Stadium ist sie karnivor, falls sie zuvor einem Phosphormangel stimme optimiert. Dabei wurden verschiedene Parameter untersucht (verschiedene Konzentrationen von Methanol zur
ausgesetzt war [1]. Das Hakenblatt produziert zahlreiche Naturstoffe, = |nduktion, Futterung mit Glukose, Fiitterung mit Sorbitol).

von denen die Naphthylisochinolin-Alkaloide von besonderem

Interesse sind, weil sie u.a. gegen parasitire Erkrankungen wie T ok .
Malaria Wirksamkeit zeigen. Eine Kultivierung dieser seltenen und = 14 - - -

gefahrdeten Pflanzenart gestaltet sich jedoch schwierig, und ihr Nelisiz2y) ’Q ’ = - ’ ’ ’ | o D ’

naturliches Verbreitungsgebiet beschrankt sich auf wenige LD

westafrikanische Linder. Aus diesem Grund ist auch die Verfiigbarkeit iy Kolonie-PCR e e N ETA Chite st &Ny se von Enzymtest

. . . . . Zell -
der therapeutisch wertvollen Naphthylisochinolin-Alkaloide begrenzt. i i Metsane: (i Eie0e) und HPLC

Die biotechnologische Herstellung dieser Naturstoffe in gentechnisch - ' —

veranderten Mikroorganismen stellt daher eine nachhaltige [, "'. s ) (1 SC_ree”_!”_gvon FUtte_rung mit
Ressource dar. Jedoch ist hierfur die genaue Kenntnis ihrer g 4 '*;‘ produktionstahigen Klonen So;blll;cck)cl););jer
Biosynthese erforderlich. Eine vermutlich an der Biosynthese der .? b : e

Naphthylisochinolin-Alkaloide beteiligte Enzymgruppe sind die % dgq, =y 0 ./ '\(Bi,dmvertiert) Optimierung der
O-Methyltransferasen (OMT) [2]. In vergangenen Arbeiten wurde p BV hT; 'f : . o Induktion

versucht OMTs aus cDNA-Bibliotheken in Escherichia coli (E. coli) zu - pastoris nac rans ormzi\tlon Uberprufung.der.TpOMT-Insertlon L SR R EDel g gellefEl-

exprimieren [3, 4]. Dabei kam es zur Bildung von unldslichen inaktiven I Al (PR R von P. pastoris mittels PCR und Agarose- LEEEL)

Proteinen (sog. ,lInclusion Bodies”) bzw. zu geringen Protein- ATEREUHAGET) Gelelektrophorese

beuten od 9 tvoischen Falt Jie botentiell Weille Kolonien zeigen ,high-copy®- | 1-6: verschiedene Pichia-Klone, * Positive Klone fiir |
AUSDbEULeEn oder angeren atypischen raltungsprozessen, aie potentie Transformanten, rote Kolonien zeigen | TpOMT, - Negativkontrolle der PCR, + Positivkontrolle der Feststellung der optimalen Menge an

auf die biochemischen Eigenschaften Einfluss nehmen kdnnten. _low-copy“-Transformanten PCR MeOH zur Induktion der TP OMT-Expression
Insbesondere bakterielle Systeme werden haufig zur Gewinnung

, , ) ) _ . Nachweis von der Expression: SDS- | Optimierung der Methanolgehalt [%]
rekombinanter Proteine verwendet, weil Bakterien meist ein PAGE- und Western-Blot-Analyse | Induktion mit Methanol im Medium
schnelles Wachstum zeigen und ihre Kultivierung vergleichsweise S 5 % der affinititsgreinigten ToOMT zur Expression von 0a1ST 0.0 15 25 4050
einfach und kostengunstig ist. Demgegeniber stehen Nachteile wie koal ST C,EDL g o Die Produktion der TPOMT wurde in | TOOMT in P. pastoris - ,0 1, * )
die falsche Faltung rekombinanter Proteine, Produktion von sog. . S - Methanol (MeOH)-induzierten und ;gg-_
E‘ﬂ”;‘izzeng'est.“”d A:’ektlf””“ab"'tat '?de' t"lf'“he” P“’;e'”e.” R < | nicht-induzierten P. pastoris-Produk- | In Vorversuchen wurde ol o w o -

. sdtiven s:pe e verm§| £l b WE . PIOusine 70 =g = | tionsstammen untersucht. Nach ' der MeOH-Gehalt im | , _.4 ¢
el.Jke!ryotlsche.n Expres'5|onssysjcemen wie d.er methylotropfjen Hefe 55 = = | 5 | Metallchelat (Ni-NTA)-Affinitatschro- ' Medium zur optimalen| ;s -

Pichia pqstor:s produ2|erer.1. Dieses Ex!o.ress.lonssystgm ge.wz?hrlels’.cet PEL = [ ? E' matographie wurden die Elutions- | Induktion der Expression e 8 o
eukaryotlsc.he posttranslatlonale.I\/Iodlflkatlonen wie beispielsweise 35 = - = _ |2 | fraktionen mittels SDS-PAGE unter- der TpOMT bestimmt.
Phosphoryllerungen Ul 6 fesplierung 2. (5 ]' e “ lsucht. Als Kontrolle diente die 'Nach einer viertagigen =
_ 130 2 4 rekombinante affinitatsgereinigte | Induktion wurden die
17000: . _ | TPOMT aus .E.coli. Im }Ngstern-BIqt Hefekulturen geerhet, SDS-PAGE (12%)
3 55 = S 'wurden mittels Anti-HisTag-Anti- @ aufgeschlossen und mit-
- 0 'g korper die heterolog produzierten ' tels Ni-NTA-Affinitatschromatographie gereinigt. Die
35 = £ | Proteine (TpOMT, eGFP, jeweils mit | Elutionfraktionen  wurden  mittels  SDS-PAGE
15 = i é Hexahistidin-Tag verknlpft) nachge- @ analysiert und nach Molekulargewicht getrennt. Bei
wiesen. einer Induktion mit 2,5% MeOH zeigte die TpOMT
ST Proteinstandard | PK Positivkontrolle fiir die TpPOMT produziert durch | = (*42,4 kDa) die starkste Bande und somit die hochste
E. coli | -TPOMT nicht induzierter P. pastoris-Stamm mit Vektor pPinkHC- | | Expressionsrate. Die so ermittelten Bedingungen

Triphyophyllum peltatum, das Hakenblatt [8] TpOMT | +TpOMT induzierter P. pastoris-Stamm mit Vektor pPinkHC-| ' wurden fiir weitere Versuche verwendet.
TpOMT | +eGFP induzierter P. pastoris-Stamm mit Vektor pPinkHC-eGFP.
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der ToOMT in E. coli nicht optimal zu funktionieren, was die Aktifitat ’
der ToOMT beeinflussen kann. Durch die Produktion der TpOMT in (l:HS 0O
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